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(S) Virussichere Blutgerinnungsfaktor Xlll-Praparation. 

(57) Die vortiegende Erfindung betrifft eine virussichere Blut-gerinnungsfaktor Xlll-Praparation, erhaltJich 
durch Erhitzen einer wasserigen Losung enthaltend den Blutgerinnungsfaktor XIII mit einer sp zifi- 
schen Aktivitat von mindestens 2 E/mg Gesamtprotein, welche Losung weniger als 10% an bekannten 
Stabilisatoren, ausgesucht aus der Gruppe der Zucker, Pdyole, Aminosauren, Peptide und Carbonsa- 
uren, sowie weniger als 0,5 Mol Ammoniumsutfat pro Liter enthalt, wbbei das Erhitzen wahrend einer 
Zeitdauer vorgenommen wird, die ausreicht, infektiose Agentien zu inaktivieren, vorzugsweise wahrend 
30 min bis 100 h. 
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Die Erf indung betrifft in virussichere BlutgerinnungsfaktorXIII-Praparation humaner Herkunft mite in em 
geringen Infektionsrisiko und gl ichzeitig einer hohen Aktivitat 

Das Proenzym Faktor XIII ist im Blutplasma in Form von a- und b-Ketten vorhanden (a 2 b 2 , Mplekularge- 
wicht ca. 320.000 Da). Faktor XIII der Formel a 2 (Molekulargewicht ca. 160.000 Da) f indet sich beispielsweise 
5 in Plazenten und Thrombocyten. In beiden Varianten des Faktor XIII stellen die a-Ketten das eigentliche Pro- 
enzym dar, aus denen durch Einwirkung von Thrombin in Gegenwart von Ca^-lonen das aktive Enzym, Faktor 
XI 1 1 a, gebildet wird. 

Faktor XIII spielt eine wesentliche Rolle in der letzten Phase der Blutgerinnung: Gle ichzeitig mit der durch 
Thrombin bewirkten Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin (Gerinnung) wird Faktor XIII in Gegenwart von Ca 2 *- 

10 lonen zu Faktor Xllla aktiviert, der seinerseits die gebi Ideten Fibrin-Monomere kovalent vernetzL Das solcher- 
art entstandene Hochpolymere weist eine wesentlich hohere mechanische Festigkeit auf als nicht vernetztes 
Fibrin und ist audi resistenter gegenuber f ibrinolytischem Abbau, was fur eine wirksame Blutstif lung von ent- 
scheidender Bedeutung ist Da ruber hinaus ist die Anwesenheit von Faktor XIII eine notwendige Vorausset- 
zung fur den normaJen Verlauf der Wundheilung. 

is Faktor Xlll-Mangelpatienten leiden nach Verletzungen an schweren Blutstillungs- und Wundheilungssto- 

rungen, die nur durch intravenose Gabe von Faktor Xlll-Praparationen behoben werden konnen. Aberauch 
in Gewebeklebstoffen auf Basis von Fibrinogen und Faktor XIII ("Fibrinkleber") ist ein ausreichender Gehalt 
an Faktor XIII wesentlich, um die erwunschte hohe Festigkeit der Klebungen, wirksame Blutstiflung und gute 
Wundheilung zu erreichen. > 

20 Schlie&lich besteht fur medizinisch-diagnostische Zwecke ein Bedarf an standardisierten Faktor Xlll- 

Praparationen. 

Faktor Xlll-Praparationen, insbesondere zur Anwendung am Menschen, werden aus Humanplasma und 
aus humanen Plazenten gewonnen. Aufgrund des verwendeten Ausgangsmaterials besteht grundsatzlich das 
Risiko der Obertragung infektidser Agentien, wie Wen, die durch Sterilf iltration nicht entfernt werden konnen. 

25 Fur alle erwahnten Anwendungen besteht die Forderung, dad die Faktor Xlll-Praparationen praktisch kein 

Infektionsrisiko aufweisen durfen, um weder Patienten noch Personal zu gefahrden. Im besonderen Ma& be- 
steht diese Forderung bei Praparationen zur Anwendung am Menschen, und in hochstem Ma& bei Infusions- 
praparaten, die beispielsweise Faktor Xlll-Mangelpatienten das ganze Leben hindurch in regelma&igen Ab- 
standen verabreicht werden mussen. Denn diese wiederholte Gabe wurde bei alien Pra para ten, die nicht ab- 

30 solutfrei von infektidsen Parti keln sind, zu einer Akkumulation dieser Parti ke I im Patienten und somitzu einem 
wesentlich erhohten Infektionsrisiko fuhren. 

Man hatdaher versucht dieses Risiko nach Mdglichkertzu minimieren, und zwar einerseits durch Testung 
des Ausgangsmaterials und andererseits durch zusatzliche MaBnahmen zur Inaktivierung eventuell vorhan- 
dener infektidser Agentien. Eine Testung des Ausgangsmaterials istjedoch nur auf bereits bekannte infektiose 

35 Agentien, fur die auch geeignete Testmethoden zur Verfugung stehen, moglich (Hepatitis-, Hl-Viren); nicht je- 
doch auf andere, moglicherweise vorhandene unbekannte infektiose Agentien. Daruber hinaus ist die Emp- 
f indlichkeit alter Testmethoden begrenzt, so daR schon allein deshalb keine absolute Sicherheit zu erwarten 
ist 

Allen Verfahren zur Inaktivierung von Krankheitserregern, wie Viren in empfindlichen biologischen Pra- 
40 paraten, liegt das Problem zugrunde, dad durch das Verfahren einerseits eine moglichst gro&e Reduktion des 
Virustiters, andererseits eine moglichst geringe Abnahme der biologischen Aktivitat erfolgen soil. 

Virusinaktivierungsverfahren werden heutzutage als wirksam bezeichnet wenn nach Anwendung des 
Verfahrens an einer Test-Praparation, welche mit einer hohen Dosis eines Testvirus versetzt wurde (z.B. ent- 
sprechend einem maximal moglichen Titer von ca. 10 5 ID/ml in einer Gerinnungsfaktor-Praparation) keine Viren 
45 mehr in der Probe nachgewiesen werden konnen und der Virustiter somit unter die Nachweisgrenze reduziert 
wurde. 

Als MaB fur die Inaktivierung ist der sogenannte "Reduktionsfaktor" ("virus reduction factor") bekannt, der 
nach einer einmaligen Zugabe von Testvirus aus dem dekadischen Logarithmus des Quotienten von Anfangs- 
und Endvirustiter errechnet wird. Aus der Richtlinie EG 111/811 5/89-EN der Kommission der Europaischen Ge- 
50 meinschaften ist weiters der sogenannte Gesamt-Reduktionsfaktor bekannt. Er wird aus der Summe der Re- 
duktionsfaktoren von einzelnen subsequenten Inaktivierungsma&nahmen berechnet 

Als MaB fur den praktischen Wert von Virusinaktivierungsverfahren dient daher das Verhaltnis von Re- 
duktionsfaktor (Rl) bzw. Gesamtreduktionsfaktor (R) zur biologischen Restaktivitat (RA) nach Durchfuhrung 
des Verfahrens. 

55 Verfahren zur Inaktivierung von Krankheitserregern in Faktor Xlll-Praparaten durch Erhitzen in tosung 

(Pasteurisierung) sind bereits bekannt (EP-A-0 01 8 561 , EP-A-0 037 078). Die biologische Aktivitat des Faktor 
XIII kann durch den Zusatz von bekannten Stabilisatoren, wie Aminosauren, Peptiden, Zuckern, Polyolen oder 
Carbonsauren, sogenannten H'henmostabilisatoren", die in einer Menge von mehr als 10% bis 50% (Sirupver- 
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fahren) eingesetzt werden mussen, im wesentlichen erhaJten werden. Weiters wurd auch Humanalbumin in 
einer Konzentration von mehralsOJ%alsThermostabillsatorvorgeschlagen(JP 80960/1988). Ebenso istein 
Verfahren zur Stabilisierung v n Blutgerinnungsfaktoren durch Zusatz von mehr als 0,5 M Ammoniumsulfat 
vor einer Warmebehandlung bekannt (AT 376 883). 
5 Die notwendige Entfernung der hoch konzentrierten Thermostabilisatoren aus den erhitzten Produkten 

istjedoch aufwendig. Vtrusinaktivierungsverfahren durch Pasteurisierung in Gegenwart von Stabilisatoren ha- 
ben weiters den Nachteil, daft gleichzeitig mit der erwunschten bidogischen Aktivitat auch die Viren selbst sta- 
biltsiert werden. wodurch kein besonders gunstiges Verhaltnis von Reduktionsfaktor zu Restaktivitat (R/RA) 
erhalten wird. 

10 Eine FIGssig-Erhitzung von Faktor Xlll-haltigen Losungen ohne Stabilisatoren erschien nach 

fachmannischerMeinung bisherunmoglich; sowurdeineinemVergleichsbeispie! in derEP-A-0037 078 Faktor 
XIII ohne Zusatz von Stabilisatoren 10 h bei 60°C erhitzt Die Aktivitat von Faktor XIII wurde dabei vollstandig 
zerstort 

Die Erf indung stellt sich die Aufgabe, eine virussichere Blutgerinnungsfaktor Xlll-Praparation zur Verf u- 
15 gung zu stellen, von der sowohl erwartet werden kann, daft die Obertragung von infektidsen Agentien selbst 
bei Verabreichung von groften Mengen an Faktor XIII ausgeschlossen ist, und welche trotzdem noch eine hohe 
Aktivitat besitzL Die Erf indung stellt sich weiters die Aufgabe, ein Verfahren zur Inaktivierung von infektidsen 
Agentien in einer Faktor Xlll-haltigen Preparation durch Erhitzen in Ldsung zur Verf ugung zu stellen, welches 
die Nachteile der bekannten Pasteurisierungsverfahren nicht auf weisL 
20 Diese Aufgaben werden erfindungsgemaft gelost durch eine virussichere Blutgerinnungsfaktor Xlll- 

Praparation, erhaltlich durch Erhitzen einer wasserigen Losung enthaltend den Blutgerinnungsfaktor XIII mit 
einer spezifischen Aktivitat von mindestens 2 E/mg Gesamtprotein, welche Losung weniger als 10% an be- 
kannten Stabilisatoren, ausgesucht aus der Gruppe derZucker, Polyole, Aminosauren, Peptide und Carbon- 
sauren, sowie weniger als 0,5 Mol Ammoniumsulfat pro Liter enthalt, wobei das Erhitzen wahrend einer Zeit- 
25 dauer vorgenommen wird, die ausreicht, infektiose Agentien zu inaktivieren, vorzugsweise wahrend 30 min 
bis 100 h. 

Die Erf indung umfaftt weiters ein Verfahren zur Herstellung einer virussicheren Blutgerinnungsfaktor Xlll- 
Praparation, wobei infektiose Agentien durch Erhitzen inaktiviert werden, welches dadurch gekennzeichnet 
ist, daft eine wasserige Losung einer Faktor Xlll-haltigen Fraktion, die weniger als 10% an bekannten Stabili- 
se? satoren, ausgesuchtaus der Gruppe derZucker, Polyole, Aminosauren, Peptide und Carbonsauren, sowie we- 
niger als 0,5 Mol Ammoniumsulfat pro Liter enthalt und eine spezif ische Aktivitat von mindestens 2 t vorzugs- 
weise mindestens 15, Einheiten/mg Gesamtprotein aufweist, bei einer Temperatur von 40 bis 65°C wahrend 
einer Zeitdauer, die ausreicht, infektiose Agentien zu inaktivieren, vorzugsweise wahrend 30 min bis 100 h, 
erhitzt wird. 

35 Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daft beim Erhitzen von Faktor Xlll-haltigen Losungen in Abwe- 

senheit von bzw. bei einem geringen Gehalt an bekannten Stabilisatoren ein aufterst gunstiges, bisher nicht 
erreichtes Verhaltnis von Virus-Reduktionsfaktor zu Faktor Xlll-Restaktivitat erhalten wind. Vergleichsversu- 
che zeigen, daft eine bestimmte Reduktion des HIV-Trters durch Erhitzen in Losung (60°C) eine mindestens 
zehnmal langere Erhitzungsdauer erfordert, wenn die Erhitzung in Gegenwart von Stabilisatoren (50% Sac- 

40 charose, 2 M Glycin) entsprechend der EP-A-0 018 561) durchgefuhrt wird. 

Die weitgehende Erhaltung der Faktor Xlll-Aktivitat war umso uberraschender, da der Faktor XIII als relativ 
hitzelabil gilt, wenn dieser beispielsweise einer Hitzebehandlung gemaft der EP-B-0 1 59 31 1 unterzogen wird. 

Das erf indungsgemafte Verfahren wird bei einer Temperatur und einer Dauer durchgefuhrt, bei der die 
biologische Aktivitat des Faktor XIII zu mehr als 50% erhalten bleibt. 

45 Eine bevorzugte Ausf uhrungsform des Verfahrens ist gekennzeichnet durch die folgenden Maftnahmen: 

- Bereitstellen einer Faktor Xlll-haltigen COHN l-Fraktion, 

- Fallen von Faktor XIII aus der COHN l-Fraktion und Abtrennen des Niederschlages, 

- gegebenenfalls weiteres Reinigen des Faktor Xlll-haltigen Niederschlages durch Losen und Umfallen, 

- kurzzeitiges Erhitzen des gel 6s ten Niederschlages und Abtrennen des hitzedenaturierten Fibrinogens, 
so - gegebenenfalls weiteres Reinigen und Ankonzentrieren der Faktor Xlll-haltigen Losung. 

- Erhitzen der Faktor Xlll-haltigen Losung ohne Zusatz von bekannten Stabilisatoren bei einer Tempera- 
tur von 40 bis 60°C wahrend einer Dauer von 30 min bis 2 h. 

Di Fallung des Faktor XIII aus der gelosten COHN l-Fraktion kann beispielsweise durch Ammoniumsulfat 
(etwa 10- bis 20%ige Sattigung bei 20°C) Oder durch Glycin (etwa 1,5 bis 3 Mol/I) erfolgen. Auch andere Fal- 
55 lungsmittel. die bekannterweise zur Ausfailung von Faktor XIII (in Gegenwart von Fibrinogen) g eignet sind, 
konn n verwendet werden. 

Nach Abtrennen und Losen des erhaltenen Niederschlages kann die Fallung mit demselben oder einem 
anderen Fallungsmitt I wiederholt weiden. Der Niederschlag wird dann gelost und kurz erhitzt (beispielsweise 
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3 min b i 56°C), urn vorhandenes Fibrinogen zu denaturieren und auszufallen. Der Hitzefallungsuberstand hat 
einen Gesamtproteingehalt von etwa 0,5 bis 2,5 mg/ml und enth§lt Faktor XIII mit ein r spezif ischen Aktivitat 
von etwa 2 bis 10 E/mg Gesamtprotein. 

Di se Faktor Xlll-haltige Losung kann dadurch wetter gereinigt werd n, daft Begleitproteine durch Zugabe 
von Polyethylenglvkol (z.B. PEG 4000 bis zu einer Konzentration von etwa 3.5% bei etwa 4°C) ausgefallt und 
abgetrennt werden. 

Danach kann der Faktor XIII durch Zugabe von PEG 4000 bis zu einer Konzentration von 10% ausgefallt 
und in einer Pufferlosung, beispielsweise einer 0,1%igen Citratl6sung f pH 7,0, zu einer Konzentration von 
mehreren hundert Einheiten pro ml gelost werden. 

Die so erhaltene Losung wird dann ohne Zusatz von bekannten Stabilisatoren erhitzt (z.B. 2 Stunden bei 
60°C bzw. 12 Stunden bei 50°C), wobei die Faktor XII l-Akfrvftit im wesentlichen erhalten bleibt 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die zu erhitzende Losung zusatzlich ein Tensid, vorzugs- 
weise ein nichtionisches Tensid. Die Tensidkonzent ration ist je nach Art des Tensides unterschiedlich zu wah- 
len. Zweckmaftig ist eine Konzentration, in der das Tensid wahrend der Erhitzung zusatzlich viruzid wirksam 
ist, aber die Faktor Xlll-Aktivitat nicht wesentlich beeintrachtigt wird. 

Eine solche zweckmaftige Konzentration kann fur jedes gewunschte Tensid auf einfache Weise experi- 
mentell ermittelt werden. 

Beispielsweise liegen zweckmaftige Konzentrationen fur Desoxycholat unter 0,2% (w/v) ? Benzyltrimethyl- 
ammoniumchlorid und Benzyldimethyl-2-hydroxyathylammoniumchlorid unter 0,1% (w/v), Sulfobetain SB 12 
(Fa. Serva; N-Dodecyl-N\ N-dimethyl-ammonio-1-propansulfonat) unter 0,3% (w/v), und N-Octylglucosid un- 
ter 1% (w/v), wahrend Tenside wie Tween 80 Oder Triton X-100 auch in wesentlich hoheren Konzentrationen 
[15% (w/v) und daruber] eingesetzt werden konnen. 

Es hat sich uberraschender weise gezeigt, daft die Stabilitat des Faktor XIII beim Erhitzen in Losung in 
Gegenwart von Tensiden etwa ebenso gut ist wie in deren Abwesenheit, die Vlrusinaktivierung jedoch noch 
schneller verlauft, so daft insgesamt ein noch gunstigeres Verhaltnis von Virus-Reduktionsfaktor zu Faktor 
Xlll-Restaktivitat erhalten wird. Erforderlichenfails kann das zugesetzte Tensid nach dem Erhitzungsschritt 
durch an sich bekannte Methoden, wie z.B. Umfallen Oder lonenaustausch-Chromatographie, wieder entfernt 
werden. 

Die erf indungsgemafte Preparation eignet sich durch ihre bisher nicht erreichte Sicherheit gegenuber der 
Obertragung infektioserAgentien, wie Hepatitis- oder AIDS-Viren (HIV), bei gleichzeitig hoher spezif ischerEn- 
zymaktivitat fur die Herstellung von Praparaten zur prophylaktischen und therapeutischen Anwendung am 
Menschen, fur die Herstellung von Gewebeklebstoffen sowie fur diagnostische Zwecke. 

Eine bevorzugte Verwendung der virussicheren Blutgerinnungsfaktor Xlll-Praparation besteht in der Her- 
stellung eines virussicheren GewebekJebstoff-Praparates als Zusatz zu einem bereits virusinaktivierten Fibri- 
nogen-Praparat. 

Die Dauer der erf indungsgema&en Waimebehandlung zur Erreichung eines gewunschten Reduktionsfak- 
tors kann experimentell an einer Faktor Xlll-Probe, der eine bestimmte Menge Testvirus zugesetzt wurde, er- 
mittelt werden. 

Die Faktor Xlll-Probe wird zur Virusinaktivierung so lange bei einer bestimmten Temperatur behandelt, 
bis ein gerade noch meUbarer Virustiter erreicht wird. Aus der Reduktion des Virustiters pro Zeiteinheit kann 
die Dauer der Behandiung errechnet werden, die notwendig ist, urn eine gewunschte Gesamtreduktion des 
Virustiters zu erreichen. 

Bei dieser Berechnungsweise wird vorausgesetzt, daft die Virusinaktivierung eine Reaktion 1. Ordnung 
mit gleichbleibender Geschwindigkeitskonstante ist 

Auch wenn dies in der Praxis nicht immer der Fall ist, sondern ofters eine Abnahme der Wirksamkeit eines 
Verfahrens mit dessen Dauer beobachtet wird (sogen. tailing), so ist die beschriebene Berechnungsweise den- 
noch eine anerkannte Methode, urn die Wirksamkeit verschiedener Viru si naktivierungsverfah re n miteinander 
zu vergleichen. 

Es ist aber auch moglich, wahrend der Hitzebehandlung bestimmte Mengen Testvirus nach dem Verfahren 
der EP 0 519 901 wiederholt zuzusetzen, wobei jede Wiederholung erst dann vorgenommen wird, wenn der 
Virustiter auf einen bestimmten Wert, vorzugsweise unter die Nachweisgrenze, abgesunken ist. Der Gesamt- 
reduktionsfaktor ergibt sich dann aus der Summe der einzelnen Reduktionsfaktoren. 

Es hat sich gezeigt, da& zur Durchfuhrung des erf indungsgemafcen Verfahrens eine Fraktion enthaltend 
hochgereinigten Faktor XIII besonders geeignet ist Dementsprechend besteht eine bevorzugte Ausfuhrungs- 
form des erf indungsgemaft n Verfahrens darin, daB vor der Hitzeinaktivierung die Faktor Xlll-haltige Fraktion 
gereinigt und gegebenenfalls konzentriert wird, urn eine spezif ische Aktivitat des Faktor XIII von mindestens 
1 5 Einheiten pro mg Gesamtprotein zu erreichen. 

Es war uberraschend. daft die Stabilitat des Faktor XIII bei Durchfuhrung des erf indungsgemaft n Ver- 
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fahrens umso besser ist, je weiter die Preparation gereinigt wurde, d.h. j hoher die spezif ische Aktivitat ist 

Es wire namlich das Umgekehrte zu erwarten gewesen, da im allgemeinen empf indliche Enzym durch 
die Anwesenheit anderer Proteine (ein bekanntes Beispiel ist Albumin) stabilisiert werden. 

Uberraschenderweise wurde jedoch gef unden, da& bei dem erf indungsgem§Oen Verfahren Albumin kein 
5 stabiiisierende Wirkung auf Faktor XIII hat, und auch andere Plasmaproteine nicht stiabilisierend wirken. 

Es istvorteilhaft, die Faktor Xlll-haltige Fraktion aus Plasma zu gewinnen. Faktor XIII bestehtdann sowohl 
aus a- als auch aus b-Ketten. 

Es ist vorteilhaft, eventuell vorhandenes Fibrinogen vor Durchf uhrung des erf indungsgemafcen Verfah- 
rens abzutrennen. In Anwesenheit von hitzedenaturiertem Fibrinogen konnte es zu Einschlussen von Viren 
10 kommen. Solcherart eingeschlossene Viren konnten gegenuber Hitzeeinwirkung stabilisiert werden und da- 
durch die Verla&lichkeit des Verfahrens in Frage stellen. Fibrinogen wind nach kurzzeitigem Erhitzen (etwa 
einige Minuten bei 56°C bis 60°C) denaturiert und kann dann als Prazipitat abgetrennt werden. 

Das erf indungsgema&e Verfahren kann in jeder Stufe des Plasmaf raktionierungsverfahrens durchgef uhrt 
werden, in derder Faktor XII I miteiner spezif ischen Aktivitat von wenigstens2 Einheiten promg Gesamtprotein 
15 in Losung vorliegt 

In den nachfolgenden Beispielen wurden die folgenden analytischen Methoden angewendet 

Gesamtprotein: Biuret-Methode 

20 Faktor XIII: Die Bestimmung erfolgte nach zwei verschiedenen Methoden, die jedoch beide auf demselben 

Grundprinzip, namlich der Vernetzung von Fibrin durch Faktor XIII, beruhen. 

Methode 1: 

25 Aliquots einer Faktor Xlll-freien Fibrinogenldsung werden mit verschiedenen Verdunnungen derzu bestim- 

menden Probe und einer Thrombin-CaCl2-L6sung vermischt und bei 37°C inkubiert Nach einer bestimmten 
Inkubationszett wird die Reaktion durch Zugabe von 1 %iger Monochloressigsaure (MCE) gestoppt und die Los- 
lichkeit bzw. Unloslichkeit der Fibrinclots in MCE festgestellt. 

Als Standard dient gepooltes tiefgefrorenes humanes Citratplasma, wobei per def initio nem 1 mf Plasma 
30 1 Einheit Faktor XIII enthalt 

Die jeweils hochsten Verdunnungen von Probe und Standard, mit denen eben noch unlosliche Clots er- 
halten werden, dienen zur Berechnung des Faktor Xlll-Gehaltes der unbekannten Probe (x) nach der Formel 

x = ^. 
Vs f 

35 wobei 

Vx die Verdunnung der unbekannten Probe und 
Vs die Verdunnung des Standards ist. 

Diese allgemein ubliche Bestimmungsmethode beruht also letztlich auf der Loslichkeit von unvernetztem 
bzw. der Unloslichkeit von vernetztem Fibrin in 1%iger Monochloressigsaure. Ihre Genauigkeit ist daher durch 
40 die Unscharfe dieser Loslichkeit sgrenze limitiert. 

Methode 2: 

Die Reaktionsansatze entsprechen denjenigen von Methode 1, jedoch wird die Reaktion durch Zugabe 
45 eines Gemisches von Harnstoff, Na-Dodecyisulfat (SDS) und p-Mercaptoathanol gestoppt und werden die in 
den Proteinen enthaltenen Disulf idbrucken reduktiv gespalten. 

Der Vernetzungsgrad der Fibrin-7-Ketten in den so erhaltenen Proben wird nach SDS-Gelelektrophorese 
und Farbung mit Coomassie-Biau densitometrisch bestimmt Durch graphische Interpolation erhalt man dar- 
aus diejenigen Verdunnungen von Probe und Standard, bei denen die Vernetzung der Fibrin-y-Ketten 50% be- 
so tragi Betragen diese Verdunnungen Vx bzw. Vs, so erhalt man den Faktor Xlll-Gehalt der unbekannten Probe 
(x) wie in Methode 1 nach der Formel 

Vs 

Methode 2 ist naturgematt genauer als die (ailgemein ubliche) Methode 1 , jedoch auch wesentlich arbeits- 
55 aufwendiger. 

Methode 2 wurde daher dann angewendet, wenn eine hohere Genauigkeit der Faktor Xlll-Bestimmung zur 
Beschreibung des erf indungsgema&en Verfahrens vorteilhaft oder notwendig schien. 



5 



EP 0 637 451 A1 



Beispiel 1: 

Herstellung ein r fibrinogenfreien Faktor Xlll-Ldsung (Hitzefallungsuberstand) 

5 Ein herkommlicher COHN l-Niederschlag (erhalten aus einer Fibrinogen und Faktor Xlll-enthaltenden 

Plasmafraktion durch Fallung mit Ethano!) wurde mit der 10-fachen Menge einer citrathaltigen Pufferlosung 
pH 7,0 (0,05 M Citrat, 0,5 M NaCI, 20.000 KIE Aprotinin/I) gelost und unter Ruhren mit Ammoniumsulfat bis 
zur 16%tgen Sattigung (bei Raumtemperatur) versetzt Oanach wurde auf 4°C abgekuhlt und das Gemisch 
noch 2 Stunden geruhrt Derentstandene Niederschlag wurde mit der beschriebenen Pufferlosung gel5st und 

10 die Fallung mit Ammoniumsulfat ein ma! wiederholt 

Der Niederschlag wurde in einer citrathaltigen Pufferlosung pH 7,0 (0,02 M Citrat, 0,12 M NaCI, 100 KIE 
Aprotinin/ml) gelost und 10 min auf 56°C erhitzt Der entstandene Niederschlag (aus denaturiertem Fibrino- 
gen) wurde abzentrifugiert Der Hitzefallungsuberstand hatte einen Proteingehalt von 2,1 mg/ml und einen 
Faktor Xlll-Gehalt (nach Methode 2) von 7,7 E/ml. Die spezif ische Aktivitat betrug daher 3,7 E Faktor Xlll/mg 

15 Protein. 

Beispiel 2: 

Stabilitat des Faktor XIII beim Erhitzen der Losung 

20 

Hitzefallungsuberstande entsprechend Beispiel 1 wurden bei Temperaturen von 40 bis 65°C ohne Zusatz 
von Stabilisatoren erhitzt. Nach einer bestimmten Dauer der Warmebehandlung wurde die Restaktivitat des 
Faktor XIII, bezogen auf die Aktivitat vor dem Erhitzen, bestimmt 



25 Tabelle 1: 





Erhitzen von Hitzefallungsuberstand ohne Zusatz von Stabilisatoren 


Temp. 


Dauer (h) 


Restaktivitat (%) 


bestimmt nach Methode 


30 


40°C 


7 


100 


1 






24 


80 


1 


35 


50°C 


7 


100 


1 " 






24 


60 


1 


40 


60°C 


1 


85 


2 






2 


73 


2 






4 


50 


2 


45 












65°C 


0,5 min 


85 


1 






1 min 


75 


1 


50 




2 min 


55 


1 



Beispiel 3: 

Spezif ische Aktivitat und Stabilitat des Faktor XIII beim Erhitz n in Losung 

Die Stabilitat beim Erhitzen in Losung ohne Stabilisatoren folgender Faktor XIII-Ldsungen wurde vergli- 

6 
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chen: 

A) Der Hitz fallungsuberstand aus Beispie! 1 

B) Der Ammoniumsulfatniederschlag aus Beispiel 1 wurde zur weiteren R inigung in einer citrathaltigen 
Pufferlosung (0,02 M Citrat, 0,12 M NaCI, 50.000 K!E Aprotinin/I) gelost und mit Glydn (1,75 Mol/I) urn- 
gefallt Der Ni derschlag wurde in gleicher Pufferlosung gelost und die Hitzefallung entsprechend Beispiel 
1 durchgefuhrt 

C) Ein Hitzefaifungsuberstand entsprechend Beispiel 1 wurde zur weiteren Reinigung und Konzentrierung 
folgenderma&en weiterbehandelfc 

1) Abtrennung von Begleitproteinen durch Fillung mit 3,5% (w/v) PEG 4000 bei 4°C 

2) Totalfallung des Faktor XIII aus dem Oberstand durch Zugabe von PEG 4000 bis zu einer Konz n- 
tration von 10% (w/v) bei 4°C, Abtrennen des Niederschlages durch Zentrifugation und Losen in 1/25 
des ursprungltchen Vofumens eines 0,1%igen Na-Citratpuffers, pH 7,0 

Die FaktorXIII-Restaktivitat derdrei Losungen A, B, C nach der Warmebehandlung (4 Stunden 60°C ohne 
Stabilisatoren) wurde bestimmt (Methode 2). 



Tabefle 2: 



Erhitzen von Faktor XII J-haltigen Losungen unterschiedlicher Reinheit 


Losung 


spez. Aktivitat (E/mg Gesamtprotein) 


Restaktivitat (%) nach 4 h 60°C 


A) 


3,7 


50 


B) 


17 


82 


C) 


35 


95 



Das Beispiel zeigt, da& die Stabilitit des Faktor XIII beim Erhitzen in Losung ohne Stabilisatoren mit des- 
sen Reinheit (spezif ischer Aktivitat) zunimmt. 



Beispiel 4: 

Stabilitat des Faktor XIII beim Erhitzen in Losung (ohne Stabilisatoren) in G eg en wart eines Tensides 

Eine Faktor Xlll-haltige Losung wurde entsprechend Beispiel 3 f Variante C, hergestellL Die spezif ische 
Aktivitat betrug 21 E Faktor Xlll/mg Protein. Die Losung wurde geteilt und ein Teil mit 1% (w/v) Tween 80 ver- 
setzt Beide Losungen wurden 6 Stunden lang auf 60°C erhitzt. Die Faktor Xlil-Restaktivitaten nach 6- 
stundiger Erhitzung betrugen 82% ohne Tensidzusatz und 84% mit Tensidzusatz (Bestimmung nach Methode 
2). 

Beispiel 5: 



Beispiel 4 wurde mit verschiedenen Tensiden in unterschiedlichen Konzentrationen wiederholt (Erhitzung: 
4 Std. 60°C). 
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Tabetl 3: 



Erhitzen einer Faktor Xlll-haltigen Ldsung in Anwesenhelt von T nsid 


T nsid 


Konzentration % (w/v) 


FXIII-Restaktivitat % 


Tween 80 


15 


97 


Triton X-100 


15 


91 


fiuronic r oo 


in 


Qfi 


N-Octylgl ucosid 


0,3 


OO 


Na-Desoxycholat 


0,1 


67 


Benzyitrimethylammoniumchtorid 


0,01 


97 


Benzyldimethyl-2-hydroxyathylammonium- 
chlorid 


0,01 


93 


Sulfobetain SB 12 


0,03 


93 




0.1 


63 



Die Beispiele 4 und 5 zeigen, daft das erf indungsgema&e Verfahren ohne weiteres auch in Gegenwart 
von nichtionischen, anionischen, kationischen oderzwitterionischen Tensiden durchgefuhrt werden kann, ohne 
gro&ere Verluste an Faktor Xlll-Aktivitat in Kauf nehmen zu mussen. 

Die folgenden Beispiele 6 und 7 zeigen die Wirksamkeit des erf indungsgemafcen Verfahrens. 



Beispiei 6: 

Inaktivierung von Modellviren nach dem erf indungsgema&en Verfahren in Anwesenheit bzw. Abwesenheit 
von denaturiertem Fibrinogen 

Proben Faktor Xlll-haltiger Fraktionen entsprechend Beispiei 1, entweder 

A) vor Hitzefallung und Abtrennung des Fibrinogens Oder 

B) nach Abtrennung des Hitzefailungsniederschlages, wurden mit 10 Vol % von Suspensionen von 
Sindbis-, Vaccinia-, Polio-, oder Vesicular Stomatitis (VS)- Virus versetzt und auf 60°C erhitzt, der Virustiter 
nach unterschiedlichen Erhitzungszeiten bestimmt und der Reduktionsfaktor (R) bezogen auf 60 min Er- 
hitzungsdauer berechnet In Variante A) erfolgte die Virustiterbestimmung analog zu B) aus den wahrend 
der Erhitzung gebildeten Hitzefallungsuberstanden. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelie 4 zusammengesteilt 
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Tabeff 4: 



Abnahme des Virustiters in einer Faktor Xlll-haltigen Losung in Anwesenheit oder in Abwesenhert von 
denaturiertem Rbrinogen (Variante A bzw. B) 


Virustiter (Iog10) nach Minuten bei 60°C 


Virus 


Variante 


0 


5 


10 


15 


20 


30 


45 


60 


R 


Sindbis 


A 


6.5 




=10,5 




=10.5 


=10,5 


=10.5 


=10.5 


£36 


Vaccinia 




6,2 




2.5 




0.7 


=10,5 


=10,5 


=S0,5 


16,5 


Polio 




7,0 




=10,5 




=10,5 


=10,5 


=10,5 


=30,5 


^39 


Sindbis 


B 


6,5 




=i0,5 




=10,5 


=10,5 


^0,5 


=10,5 


£36 


Sindbis 




6,4 


1.2 


=10,5 


=£0,5 




=10,5 




=10,5 


62 


Vaccinia 




6,2 




1.0 




=10,5 


=10,5 


=i0,5 


=10,5 


31,2 


Polio 




7,0 




=10,5 




=10,5 


^0,5 


=30,5 


=10,5 


£39 


VSV 




7,0 


0,7 


=10,5 


=10,5 




==0,5 




=10,5 


54 



Die Ergebnisse zeigen die ausgezeichnete Wirksamkeit des Verfahrens im Vergleich zu dem nachstlie- 
genden bekannten Verfahren, namlich Pasteurisierung in Gegenwart von Stabilisatoren. 
25 Die Wirksamkeit dieses bekannten Verfahrens ist z.B. aus R. Mauler ll J. Hilfenaus, Arzneim.Forsch7Drug 

res. 34. 1524-1527, 1984, Tab. 2, S 1526, bekannt 

Berechnet man die entsprechenden Reduktionsfaktoren (1 Stunde 60°C) fur Polio- u. Vaccinia- Virus, und 
bestimmt (durch graphische Interpolation) diejenigen Erhitzungszeiten (60°C), nach denen eine Virustiter-Re- 
duktion urn 10 5 eintritt (R=5), so ergibt sich folgender Vergleich (Tab. 5): 
30 Die Ergebnisse (Tab. 4) zeigen weiters am Beispiel von Vaccinia- Virus, daB es vorteilhaft ist, ausgefallenes 

denaturiertes Protein vor dem Flussigerhitzungsschritt zu entfernen. 



Tabelle 5: 



35 


Vergleich der Virusinaktivierungskapazitat des erfindungsgemaden Verfahrens mit einem Verfahren des 
Standes der Technik 




Verfahren 


Virus 


R(1h60°C) 


Erhitzungsdauer 60°C (R = 5) 


40 


Stand d.Technik (Mauler et ai) 


Polio 
Vaccinia 


1.2 
1.75 


4h 10 min 
2h 52 min 


45 


Erf indungsgemaBes Verf. 


Polio 
Vaccinia 


i= 39 
31 


=1 8 min 
10 min 



Beispiel 7: 

Inaktivierung eines Modellvirus (Sindbis) nach dem erf indungsgema&en Verfahren in Anwesenheit bzw. Ab- 
wesenheit eines Tensides. 

Eine Faktor Xlll-haltige Losung entsprechend Beispiel 3, Variante C wurde geteilt und ein Teil mit 0,3% 
(w/v) N-Octylglukosid versetzt 

Beide Losungen wurden auf 60°C erhitzt, mit 10 Vol % einer Sindbis- Virus-Suspension versetzt (Start der 
Virusinaktivierungsreaktion) und bei 60°C weiter inkubiert In bestimmten Zeitabstanden wurden Proben ge- 
zogen und der Virustiter bestimmt 

Die Ergebnisse sind in d r folgenden Tabelle 6 zusammengestellL 
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Tabelle 6: Virusinaktivierung ln einer Faktor Xlll-hal/tigen 
5 L6sung mit: und ohne Tensid bei 60 0 C 



10 



25 



• 


Virustiter ( loglO ) 


Dauer des Erhitzens 
auf 60°C (Minuten) 


ohne Tensid 


mit Tensid 


- 0 


8,1 


8,1 


0,5 


5,75 


1,88 


1 


5,0 


< 1,5 


1,5 


4 , 25 


< 1,5 


2 


3,88 


< 1,5 


2,5 


3,75 


< 1,5 


3 


3, 25 


< 1,5 


3,5 


2,75 


< 1,5 


4 


2,63 


< 1,5 


4,5 


2,5 


< 1,5 


5 


2,38 


< 1,5 


6 


1,88 


< 1,5 


7 


2,1 


< 1,5 


8,10,15,20,30 


< 1,5 


< 1,5 



35 



Das Beispiel zeigt, daB das erf indungsgema&e Verfahren noch wirksamer ist, wenn es in Gegenwart eines 
Tensides durchgef uhrt wird: 

Es wird eine noch schnellere und weitgehendere Virusinaktivierung erhalten, ohne groBere Veriuste an 
40 Faktor Xlll-Aktivitat in Kauf nehmen zu mussen (vgl. Beispiel 5). 



Patentanspruche 

1. Virussichere Blutgerinnungsfaktor XIII-Praparation f erhaltlich durch Erhitzen einer wasserigen Losung 
enthaltend den BlutgerinnungsfaktorXIM mit einer spezifischen Aktivitatvon mindestens 2 E/mg Gesamt- 
protein, welche Losung weniger als 10% an bekannten Stabilisatoren, ausgesucht aus der Gruppe der 
Zucker, Polyole, Aminosauren, Peptide und Carbonsauren, sowie weniger als 0,5 Mol Ammoniumsulfat 
pro Liter enthalt, wobei das Erhitzen wahrend einer Zeitdauer vorgenommen wird, dieausreicht, infektiose 
Agentien zu inaktivieren, vorzugsweise wahrend 30 min bis 100 h. 

2. Virussichere Blutgerinnungsfaktor Xlll-Praparation nach Anspruch 1 f dadurch gekennz ichn t, daB in An- 
wesenheit eines Tensids, vorzugsweise eines nicht-ionischen T nsids, erhitzt worden ist 

3. Virussichere Blutgerinnungsfaktor XII I- Preparation nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB di 
Losung im wesentlichen frei ist von b kannten Stabilisator n. 

4. Verfahren zur Herstellung einer virussicheren Blutgerinnungsfaktor Xlll-Praparation, wobei infektiose 
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Agentien durch Erhitzen inaktiviert werden, dadurch gekennzeichnet, daB eine wasserig Losung einer 
Faktor Xlll-haltigen Losung, die wenigerals 10% an bekannten Stabiltsatoren, ausgesuchtausderGaippe 
d rZucker. Polyole, Aminosauren, P ptide und Carbonsauren, sowie we nig r als 0,5 Mol Ammoniumsul- 
fat pro Liter enthalt und eine spezif ische Aktivitat von mindestens 2 Einheiten/mg Gesamtprotein aufweist 
bei einer Temperatur von 40 bis 65°C wahrend einer Zeitdauer, die ausreicht, infektiose Agentien zu in- 
aktrvieren, vorzugsweise wahrend 30 min bis 100 h, erhitzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB in Anwesenheit eines Tensids, vorzugsweise 
eines nicht-ionischen Tensids, erhitzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daft die Losung im wesentlichen frei ist von be- 
kannten Stabifisatoren. 

Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB bei einer Temperatur und i- 
ner Dauer erhitzt wird, daB die bioiogische Aktivitat des Faktors XIII zu mehr als 50% erhalten bleibt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 7, gekennzeichnet durch die folgenden Ma&nahmen: 
• Bereitstellen von Faktor Xlll-haltiger COHN-I-Fraktion, 

- Fallung von Faktor XIII aus der COHN-I-Fraktion und Abtrennung des Niederschiages, 

- kurzzertiges Erhitzen des gelosten Niederschiages und Abtrennung des denaturierten Fibrinogens, 

- Erhitzen der Faktor Xlll-haltigen Losung ohne Zusatz von Stabilisatoren bei einer Temperatur von 
40 bis 60°C wahrend einer Dauer von 30 min bis 2 h. 

Verw£ndung der Blutgerinnungsfaktor Xlll-Praparation nach Anspruch 1 zur Hersteflung von Praparaten 
fur die therapeutische und prophylaktische Anwendung, fur die Herstellung von Gewebeklebstoffen und 
fur diagnostische Zwecke. 

Verwendung der virussicheren Blutgerinnungsfaktor Xlll-Praparation nach Anspruch 1 zur Herstellung ei- 
nes virussichern Gewebeklebstoff-Praparates als Zusatz zu einem bereits virusinaktivierten Fibrinogen- 
Praparat. 
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